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Peptid zur Auslosung einer Immunreaktion cxeqen Tumorzellen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein von dem MUC-l-Gen abge- 
leitetes Peptid, durch das eine HLA-A2-restringierte Immunreak- 
tion gegen Tumorzellen auslosbar ist. 

Brossart et al. zeigen in einem Abstract zu einem auf dem 40. 
jahrlichen Treffen der American Society of Hematology, 1998, 
gehaltenen Vortrag die Moglichkeit auf, ein derartiges Peptid 
von dem MUC-l-Gen abzuleiten, ohne jedoch die Sequenz eines von 
ihnen getesteten Peptides oder die Lokalisation der Sequenz ei- 
nes Peptides, das nicht von dem Tandem-Repeat-Bereich von MUC-1 
abgeleitet ist, zu erwahnen. 

Peptide zur Auslosung einer Immunreaktion gegen Tumorzellen 
sind bspw. auch in der Publikation von Finn, O.J., et al., 
(1995) "MUC-l Epithelial Tumor Mucin-Based Immunity and Cancer 




Vaccines"/ Immunol Rev 14 5 , Seiten 61 bis 89, erwahnt, aller- 
dings ebenfalls ohne Angabe von Sequenzinformationen. 

Unter einer Immunreaktion wird bspw. die Zerstorung von Zellen 
durch solche T-Zellen verstanden, die wegen ihrer Fahigkeit, 
andere Zellen abzutoten, auch als zytotoxische T-Zellen be- 
zeichnet werden. Zur Auslosung einer derartigen Immunreaktion 
durch zytotoxische T-Zellen miissen den T-Zellen dazu von einem 
MHC-Molekiil auf der Zelloberf lache fremde Proteine z.B. infolge 
einer Virusinf ektion prasentiert werden. 

Diese MHC-Molekule sind Peptidrezeptoren, die normalerweise 
Peptide innerhalb der Zelle binden, um sie zu der Zelloberf la- 
che zu transportieren, wo der Komplex aus Peptid und MHC- 
Molekiil durch T-Zellen erkannt werden kann. In normalen Zellen 
werden die durch MHC-Molekule gebundenen Peptide von den iibli- 
chen zelleigenen Proteine abgeleitet. Wahrend ihrer Differen- 
zierung in einem Organismus werden T-Zellen tolerant gegeniiber 
Komplexen von eigenen Peptiden mit eigenen MHC-Molekulen . Somit 
kann jedes neue Peptid, das spater erscheint, z.B. ein solches, 
das durch die Infektion mit einem Virus von einer Zelle produ- 
ziert wird, von T-Zellen erkannt werden. 

Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekulen, von denen diejenigen, 
die mit zytotoxischen T-Zellen wechselwirken , der Klasse I an- 
gehoren. Klassische humane Klasse I-Molekule sind HLA-A, B und 
C, wobei HLA-A2 eine Unterklasse der HLA-A-Molekiile darstellt. 

1st das Zustandekommen einer Immunreaktion von dem Vorhanden- 
sein eines bestimmten MHC-Molekules, z.B. HLA-A2, abhangig, so 
spricht man von einer MHC-restringierten, z.B. einer HLA-A2- 




restringierten Immunreaktion. Es gibt vereinzelt auch T-Zell- 
Reaktionen, die unabhangig von MHC-Molekiilen stattfinden. Man 
spricht dann von MHC-unrestringierten Immunreaktionen. 

In der eingangs erwahnten Publikation von Finn et al. wurde zur 
Behandlung eines Tumorpatienten vorgeschlagen, eine solche MHC- 
unrestringierte Immunreaktion gegen ein Glycoprotein auszulo- 
sen, das durch das Gen MUC-1 codiert wird und auf der Oberfla- 
che von Zellen vorkommt. Ziel ist dabei das Hervorrufen einer 
effektiven Immunantwort mit lebenslanger Immunitat. 

Das durch das Gen MUC-1 codierte Protein, das ebenfalls MUC-1 
genannt wird, wird von normalen Epithelzellen meistens polari- 
siert so exprimiert, daJ3 es dem Immunsystem normalerweise nicht 
zuganglich ist, wie bspw. im Darin, wo es auf der apikalen Seite 
der Epithelzellen, d.h. ins Darmlumen hineinragend exprimiert 
wird. 

Auf Tumorzellen wird dagegen MUC-1 nicht polarisiert expri- 
miert, sondern bedeckt die gesamte Zelle. Das Level der Expres- 
sion ist bei Tumorzellen hoher als bei normalen Zellen, aber 
die Molekiile liegen bei Tumorzellen unvollstandig glykosiliert 
vor, d.h. die Seitenketten aus Zuckermolekulen weisen eine ver- 
kurzte Struktur gegeniiber MUC-1 auf, das von gesunden Zellen 
hergestellt wird. Die unvollstandige Glykosilierung fiihrt dazu, 
dafl Epitope auf dem Protein-Anteil von MUC-1, die normalerweise 
durch Zucker-Seitenketten maskiert vorliegen, auf Tumorzellen 
dem Immunsystem zuganglich sind. Somit kann das Immunsystem 
dieses unterglykosilierte MUC-1 von normalem, nicht unterglyko- 
siliertem MUC-1 unterscheiden . 
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Neben den Seitenketten aus Zuckermolekiilen besteht ein weiteres 
wesentliches Strukturmerkmal von MUC-1 in den sogenannten Tan- 
dem-Repeats. Dabei handelt es sich urn Abfolgen aus jeweils 20 
Aminosaureresten, die sich in identischer oder ahnlicher Weise 
ca. 20 bis 125 Mai in dem MUC-l-Molekiil wiederholen. 

Zur Auslosung einer effektiven Immunreaktion durch T-Zellen 
sind nun aber Co-Stimulatoren erf orderlich, zu denen insbeson- 
dere die sogenannten dendritischen Zellen zahlen, die von auflen 
angebotene Proteine aufnehmen und nach deren Prozessierung zu 
Peptiden so prasentieren konnen, dafl zytotoxische T-Zellen da- 
durch aktiviert werden konnen. Finn et al. schlagen daher vor, 
synthetische Peptide, die die MUC-1 -Tandem-Repeats reprasentie- 
ren, zusammen mit einem Adjuvans, das dendritische Zellen an- 
lockt, zu injizieren. Bei einem Adjuvans handelt es sich um ei- 
ne Substanz, die bei gemeinsamer Injektion mit einem Stoff, ge- 
gen den eine Immunreaktion ausgelost werden soil/ die Antwort 
des Immunsystems auf diesem Stoff unspezifisch verstarkt. Durch 
eine derartige Impfung soli eine MHC-unrestringierte T- 
Zellreaktion gegen die Tandem-Repeats erhalten werden. Es wird 
sogar vorgeschlagen, in den synthetischen Peptiden Aminosauren, 
die eine MHC-Klasse-I-Bindung vermitteln konnten, durch andere 
zu ersetzen, damit keine MHC-restringierten T-Zellen durch eine 
Presentation der Peptide durch MHC-Klasse-I-Molekiile entstehen 
konnen . 

Einerseits kann durch die Verhinderung einer MHC-restringierten 
Immunantwort das Problem einer moglichen Autoimmunitat verrin- 
gert werden, andererseits besteht ein grofler Nachteil in der 
geringeren Effizienz einer MHC-unrestringierten Immunantwort 
gegeniiber einer MHC-restringierten. Somit sind auch die Chan- 
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cen, mit einer MHC-unrestringierten Immunantwort einen Tumor 
zum Verschwinden 2U bringen, geringer als mit einer MHC- 
restringierten Immunantwort . 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben daher anlaBlich 
des eingangs erwahnten Vortrages vorgeschlagen, eine MHC- 
restringierte Immunantwort gegen MUC-l-exprimierende Zellen 
auszulosen. Sie berichten, dafl hierzu die bekannte MUC-1- 
Aminosauresequenz mittels einer Computeranalyse nach HLA-A2- 
bindenden Motiven abgesucht wurde. Peptide mit hoher Bindungs- 
wahrscheinlichkeit wurden identif iziert , synthetisiert und dar- 
aufhin untersucht, ob sie mit Hilfe von dendritischen Zellen in 
vitro zytotoxische T-Zellen induzieren konnen. Die so erzeugten 
zytotoxischen T-Zellen entwickelten eine Antigen-spezif ische 
HLA-A2-restringierte zytotoxische Aktivitat gegen diejenigen 
Zielzellen, die zuvor mit dem jeweiligen Peptid inkubiert wur- 
den, mit dem die zytotoxischen T-Zellen aktiviert wurden , oder 
gegen MUC-l-exprimierende Tumorzellen. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, mindestens eine Aminosauresequenz fur ein derartiges Pep- 
tid zur Auslosung einer Immunreaktion gegen Tumorzellen bereit- 
zustellen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafl dadurch gelost, daJ3 das Pep- 
tid die Sequenz SEQ ID-Nr . : 1 und/oder eine Sequenz, die sich 
von dem Signalpeptid ableitet, insbesondere die Sequenz SEQ ID- 
Nr.: 2 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll und/oder eine mo- 
difizierte Form der Sequenz SEQ ID-Nr.: 1 und/oder der Sequenz 
SEQ ID-Nr.: 2 aufweist. 
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Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird auf diese Weise 
vollkommen geldst. 

Mit Hilfe des erf indungsgemafien Peptides konnen zytotoxische T- 
Zellen generiert werden, die eine Antigen-spezif ische MHC- 
restringierte zytotoxische Aktivitat gegen MUC-1 exprimierende 
Tumorzellen entwickeln und diese zerstoren. 

Somit eroffnet dieses Peptid die Moglichkeit einer wirkungsvol- 
len Tumortherapie, bei der die in Tumorpatienten haufig beob- 
achtete Unterdriickung einer Immunreaktion gegen Tumorzellen um- 
gekehrt werden kann. 

Bei dem Peptid SEQ ID-Nr • : 1 handelt es sich urn ein Nonapeptid, 
das von der Aminosauresequenz eines Tandem- Repeats von MUC-1 
abgeleitet ist f und das sich von einem anderen, friiher be- 
schriebenen Peptid u.a. durch zwei Aminosauren unterscheidet / 
von denen eine eine Bindung des Peptides an das HLA- A2 -Mo le kli 1 
ermoglicht . 

Wie den Ausf iihrungsbeispielen zu entnehmen ist, ist es den Er- 
findern gelungen, nachzuweisen, da!3 mittels des Nonapeptides 
sehr wirksam zytotoxische T-Zellen erzeugt werden konnen, die 
die Tumorzellen, die MUC-1 herstellen, in einer MHC-Klasse-I- 
restringierten Weise abtoten. Diese Tumorzellen prasentieren 
namlich iiber MHC-Klasse-I-Molekule bestimmte Fragmente samtli- 
cher Proteine, die von ihnen hergestellt werden. Erkennen nun 
zytotoxische T-Zellen das von einem MHC-Klasse-I-Molekul pra- 
sentierte Peptid, durch das sie ursprunglich aktiviert wurden, 
so toten sie diese Zelle ab. Somit bietet dieses Peptid, das 
von MHC-Klasse-I-Molekiilen MUC-1 exprimierter Zellen prasen- 
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tiert wird, die vorteilhafte Moglichkeit, gezielt eine Immunre- 
aktion gegen Tumore auszulosen, die MUC-1 herstellen. 

Besonders iiberraschend war, daB auch mit Hilfe eines Peptides , 
dessen Sequenz sich nicht in dem reifen MUC-1 -Protein auf der 
Zelloberf lache sondern nur in dem Signalpeptid des unreifen 
Proteines findet, zytotoxische T-Zellen induziert werden kon- 
nen, die eine MHC-restringierte zytotoxische Aktivitat gegen 
MUC-1 exprimierende Tumorzellen aufweisen. 

Unter einem Signalpeptid des unreifen Proteines versteht man 
dabei ein Peptid, das durch das Gen MUC-1 codiert wird und das 
in der Zelle in einem Stuck mit dem restlichen Protein herge- 
stellt f aber im Laufe der Prozessierung im Endoplasmatischen 
Retikulum der Zellen von diesem abgespalten wird. 

Bei dem Peptid SEQ ID-Nr. : 2 handelt es sich urn ein Beispiel 
fiir ein Nonapeptid, das von der Aminosauresequenz des Signal- 
peptides von MUC-1 abgeleitet ist. Dieses Peptid fuhrt zu einer 
effektiven Immunreaktion gegen MUC-1 herstellende Tumorzellen. 
Die Moglichkeit, zytotoxische T-Zellen zu erzeugen, die gegen 
ein weiteres von MHC-l-Molekulen prasentiertes Peptid gerichtet 
sind, hat den Vorteil, daB die Immunreaktion gegen Tumorzellen 
noch weiter gesteigert werden kann, indem gleichzeitig zyto- 
toxische T-Zellen eingesetzt werden, die sich gegen beide von 
MHC-l-Molekulen prasentierte Peptide richten. 

Darviber hinaus kann ein Signalpeptid auch von denjenigen MUC^l 
herstellenden Tumorzellen durch ein MHC-Klasse-I-Molekul pra- 
sentiert werden, die infolge einer Entartung uber kein funk- 
tionsfahiges System verfiigen, das im Zytosol der Zelle erzeugte 
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Peptide , die durch MHC-Klasse-I-Molekiile prasentiert werden 
sollen, in das Endosplasmatische Retikulum (ER) transportiert . 
Im ER werden die Peptide namlich erst mit den MHC-Klasse-I- 
Molekiilen zusammengebaut und erst dann auf die Zelloberf lache 
gebracht. Da das Signalpeptid aber erst im ER abgespalten wird, 
ist zu seiner MHC-Klasse-I-vermittelten Prasentation kein 
Transport ins ER notwendig. Somit kann sich eine Immunreaktion, 
die mittels des Peptides mit der Sequenz SEQ ID-Nr . : 2 ausge- 
lost wurde, gegen eine groflere Anzahl von Tumor zellen richten 
als eine Immunreaktion , die durch Peptide ausgelost wurde, die 
sich nicht von dem MUC-1 Signalpeptid ableiten. 

Auch modifizierte Formen der Peptide SEQ ID-Nr.: 1 und/oder 2 
konnen zu der gewiinschten Immunantwort fiihren. 

Dabei wird unter modifiziert im Sinne der Erfindung jede chemi- 
sche, enzymatische oder sonstige Veranderung des Peptides ver- 
standen. Dies kann bspw. schon bei der Herstellung des Peptides 
oder spater durch das Entfernen oder Hinzufiigen einzelner Ami- 
nosaure-Reste, den Austausch einzelner Aminosaure-Reste f aber 
auch durch die chemische Veranderung einzelner Amino saure -Re ste 
durch das Anhangen bestimmter chemischer Gruppen erfolgen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung betrifft die Erfin- 
dung eine Nukleinsaure, die einen Sequenzabschnitt umfaflt, der 
fur mindestens ein erf indungsgemafles Peptid codiert. Darviber 
hinaus weist die Nukleinsaure ggf. weitere Sequenzen auf, die 
zur Expression der dem Peptid entsprechenden Nukleinsaure- 
Sequenz notwendig sind. Die verwendete Nukleinsaure kann in ei- 
nem Vektor enthalten sein, der geeignet ist, die Expression der 
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dem Peptic! entsprechenden Nukleinsauresequenz in einer Zelle zu 
ermoglichen. 

Eine derartige Nukleinsaure hat den Vorteil, dafl sie chemisch 
stabiler und unempf indlicher ist als Peptide, Die Handhabung 
ist daher einfacher als die der Peptide, und die Lagerf ahigkeit 
von Nukleinsauren ist nahezu unendlich. Sie sind chemisch 
und/oder molekularbiologisch sehr giinstig und im Prinzip in un- 
begrenzten Mengen herzustellen . Eventuell zur Expression not- 
wendige Nukleinsauresequenzen haben ebenso wie ein Vektor, der 
die Nukleinsauren enthalt, den Vorteil, dafl es dadurch moglich 
ist, grofle Mengen der Peptide sehr kostengiinstig durch zellula- 
re Expressionssysteme mit Hilfe der Nukleinsauren herzustellen. 
Die Nukleinsauren konnen aber auch dazu verwendet werden, Anti- 
gen-prasentierende Zellen, insbesondere dendritische Zellen, so 
zu transformieren, daJ3 sie die entsprechenden Peptide selbst 
herstellen und dann mittels MHC-l-Molekiilen zytotoxischen T- 
Zellen bzw. deren Vorlauf erzellen prasentieren. Vorteilhaft ist 
dabei, dafl die Presentation der entsprechenden Peptide durch 
die Antigen-prasentierenden Zellen langerf ristig erfolgt als 
bei der Prasentation von Peptiden, die lediglich von auBen an- 
geboten werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, die ein erf indungsgemafles Peptid oder eine er- 
f indungsgemafle Nukleinsaure in einer eine MHC-l-restringierte 
Immunantwort auslosenden wirksamen Menge enthalt. 

Dazu konnen die Peptide und/oder Nukleinsauren in den jeweils 
angemessenen ublichen Galeniken zubereitet sein. Im Falle von 
Peptiden konnten dies z.B. Zubereitungen sein, die ublicherwei- 
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se fur Impfungen verwendet werden, und ein Adjuvans enthalten. 
Im Falle von Nukleinsauren ist auch eine Zubereitung mit Lipo- 
somen oder Vesikeln moglich. Durch eine entsprechende pharma- 
zeutische Zubereitung ist es moglich, Organismen direkt zu be- 
handeln, ohne ihnen vorher Antigen-prasentierende Zellen bzw. 
deren Vorlauferzellen entnehmen zu mussen, um diese zunachst zu 
ziichten und sie nach Behandlung mit Peptiden oder Nukleinsauren 
in den Patienten einzubringen. Mittels einer entsprechenden 
pharmazeutischen Zubereitung kann eine Tumorbehandlung in Form 
einer Impfung erfolgen. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung einer 
erf indungsgemaflen Nukleinsaure im Rahmen einer Gentherapie. 

Dabei kann die Gentherapie in Form der oben bereits beschriebe- 
nen Transformation von Antigen-prasentierenden Zellen, insbe- 
sondere dendritischen Zellen, erfolgen, die oder deren Vorlau- 
ferzellen zuvor aus dem Korper eines zu behandelnden Organismus 
entnommen wurden, um nach der Transformation wieder in den Kor- 
per eingebracht zu werden. Gegenuber der Verwendung von Pepti- 
den ist dabei, wie bereits erlautert, die langeranhaltende Pre- 
sentation von Vorteil. 

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die Nukleinsaure so in 
den Korper einzubringen, daJ3 sie selektiv von Antigen- 
prasentierenden Zellen, insbesondere dendritischen Zellen, auf- 
genommen und exprimiert wird. Diese Verwendung hat den Vorteil, 
dafl aufler der Verabreichung keine weiteren MaBnahmen, wie bspw. 
die Anzucht und selektive Vermehrung entnommener dendritischer 
Zellen bzw. deren Vorlauferzellen, notwendig sind. 
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Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung einer erfindungs- 
gemaflen Nukleinsaure zur Transformation oder Transfektion von 
Zellen in vitro- Der Einsatz der Nukleinsaure in vitro hat den 
Vorteil, dafl Verfahren, wie bspw. die Elektroporation und/oder 
Hilfsstoffe wie bspw. Calciumphosphat oder DEAE-Dextran, ver- 
wendet werden konnen, die die Aufnahme von Nukleinsauren in 
Zellen wesentlich erleichtern und verbessern, die aber in vivo 
nicht einsetzbar sind. 

Dabei konnen , wie bereits erwahnt, Antigen-prasentierende Zel- 
len, insbesondere dendritische Zellen, behandelt werden, die 
bzw. deren Vorlaufer zellen aus einem Patienten entnommen wurden 
und die spater wieder in den Patienten eingebracht werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwen- 
dung mindestens eines erf indungsgemaBen Peptides oder einer er- 
f indungsgemaBen Nukleinsaure zur Auslosung einer Immunreaktion 
im Zusammenhang mit einer Tumortherapie oder mit einer gegen- 
iiber der Entstehung eines Tumors vorbeugenden Behandlung. Vor- 
teilhaft ist dabei, dafl die bei einer Tumorerkrankung haufig 
beobachtete Immunsuppression und Toleranz gegeniiber MUC-1 durch 
die erf indungsgemafle Verwendung der Peptide oder Nukleinsauren 
umgekehrt werden kann, Dariiber hinaus kann die erf indungsgemafle 
Verwendung zusatzlich zu etablierten Tumortherapien eingesetzt 
werden. 

Eine vorbeugende Behandlung ist vor allem bei Personen vorteil- 
haft, die, bspw. erblich bedingt oder weil sie frviher bereits 
einen Tumor hatten, ein erhohtes Risiko haben, an einem Tumor 
zu erkranken. 
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In einer Weiterbildung erfolgt die Verwendung der erf indungsge- 
maflen Peptide oder Nukleinsauren in Kombination mit einem Pan- 
HLA-DR-bindenden Peptid. 

Vorteilhaft bei der Verwendung eines solchen Pan-HLA-DR- 
bindenden Peptides ist, dafl die Antigen-spezif ische zyto- 
toxische Aktivitat der generierten T-Zellen verstarkt wird. 

In einer Weiterbildung wird mindestens eines der erf indungsge- 
maflen Peptide oder Nukleinsauren zusammen mit Antigen- 
prasentierenden Zellen, insbesondere dendritischen Zellen, in- 
kubiert und erst dann in einen Organismus eingebracht, aus dem 
die Antigen-prasentierenden Zellen oder deren Vorlauf erzellen 
zuvor entnommen wurden. 

Der Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, da/3 der Erfolg 
beim Auslosen einer Immunreaktion auf diese Art und Weise gesi- 
cherter und kontrollierbarer ist als bei der Injektion eines 
Peptides zusammen mit einem Adjuvans, bei der die Immunreaktion 
einmal starker und einmal schwacher ausf alien kann. Gerade bei 
einer Tumortherapie sollte man jedoch den Erfolg beim Auslosen 
einer Immunreaktion sicherstellen konnen, urn nicht durch eine 
uneffektive Behandlung moglicherweise wertvolle Zeit zu verlie- 
ren. 

Es versteht sich, da/3 die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Kombinationen 
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 
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Ausf iihrungsbeispiele der Erfindung werden in der nachfolgenden 
Beschreibung dargestellt und erlautert. 

Beispiel 1 Induktion von Antigen-spezif ischen zyto- 

toxischen T-Zellen unter Verwendung von Pepti- 
den und dendritischen Zellen 

1.1 Bereitstellung von dendritischen Zellen 

Wie bspw. bei Brossart, P., et al., Cancer Res 58 ( 1998), Sei- 
ten 732 ff., beschrieben, wurden zunachst mononukleare Zellen 
aus peripherem Blut durch Ficoll/Paque (Gibco-BRL, Grand 
Island, NY) Dichtegradienten-Zentrif ugation aus buffy coat- 
Praparationen von heparinisiertem Blut dreier gesunder Spender 
isoliert. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen in RPlO-Medium 
ausgesat. Nach zwei Stunden bei 37 °C wurden die nicht anhaf ten- 
den Zellen entfernt und die anhaftenden Blutmonozyten in RP10- 
Medium kultiviert, das folgende Zytokinzusatze enthielt: huma- 
nes rekombinantes GM-CSF (Leukomax, Sandoz, 100 ng/ml), IL-4 
(Genzyme, 1000 IU/ml), und TNF-a (Genzyme, 10 ng/ml). Nach sie- 
bentagiger Kultivierung zeigten die Zellen in der FACS-Analyse 
eine starke Expression der fur den Phanotyp reifer dendriti- 
scher Zellen charakteristischen Oberf lachenmarker MHC Klasse I 
und II, CD83, CD80, CD86, CD40 und CD54 und wurden somit als 
dendritische Zellen identif iziert . 

1.2 Identif izierung geeigneter Peptide 

Zur Identif izierung von Peptiden, die mit einer hohen Wahr- 
scheinlichkeit durch HLA-A2 prasentiert werden, wurde zunachst 
die durch das Gen MUC-1 codierte Aminosauresequenz mit Hilfe 
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eines Computerprogr amines auf potentiell HLA-A*0201 (ein be- 
stimmter HLA-A2-Typ) bindende Peptid-Motive abgesucht, wie es 
bspw. in Rammensee, H.G., et al., Landes Bioscience, Austin, 
Texas, USA (1997), beschrieben ist. 

Die ausgesuchten Sequenzen und Kontrollsequenzen sowie ein PAN- 
HLA-DR-bindendes Peptid wurden unter Verwendung von Standard 
Fmoc-Chemie auf einem Peptidsynthesizer synthetisiert . 

1.3 Induktion zytotoxischer T-Zellen 

5 x 10 5 dendritische Zellen aus 1.1. wurden zwei Stunden lang 
mit 50 ^g/ml synthetischem Peptid aus 1.2 inkubiert, gewaschen 
und mit 2,5 x 10 6 autologen, d.h. von denselben Spendern ab- 
stammenden, mononuklearen Zellen aus peripherem Blut in RP10- 
Medium inkubiert. Die dendritischen Zellen wurden teilweise zu- 
satzlich zu den Kontrollpeptiden und den potentiell HLA-A2- 
bindenden Peptiden mit 50 pg/ml eines PAN-HLA-DR-bindenden Pep- 
tides inkubiert, das ein T-Helf er-Epitop darstellt. 

Nach siebentagiger Kultivierung wurden die Zellen erneut stimu- 
liert, indem autologe, mit dem synthetischen Peptid aus 1.2 
vorinkubierte mononukleare Zellen aus peripherem Blut zugefugt 
wurden. Am ersten, dritten und fiinften Tag wurde jeweils 1 
ng/ml humanes rekombinantes IL-2 (Genzyme) zugesetzt. Das Zyto- 
kin IL-2 ist zur Kultivierung und Vermehrung von zytotoxischen 
T-Zellen notwendig. Insgesamt wurde bis zu dreimal in wochent- 
lichem Abstand stimuliert. 



0 # 

15 



1.4 Nachweis zytotoxischer T-Zell-Aktivitat 

T2-Zellen, die sich dadurch auszeichnen, dafl sie HLA-A2 her- 
stellen, aber iiber diese MHC-Klasse-I-Molekiile keine selbst 
synthetisierten Peptide prasentieren konnen, wurden zwei Stun- 
den lang mit 50 jig/ml von synthetischem Peptid aus 1.2 vorinku- 
biert und eine Stunde lang bei 37 °C mit [ 51 Cr ]-Natriumchromat 
in RP10 markiert. Jeweils 10 4 dieser Zellen wurden in je eine 
Vertiefung einer 96-Well-Platte ubertragen. Zuvor nach 1.3 ge- 
nerierte zytotoxische T-Zellen wurden zugesetzt, so da/3 jeweils 
ein Endvolumen von 200 pi pro Well erreicht wurde. Anschlieflend 
wurde vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Wenn nun die zyto- 
toxischen T-Zellen die zuvor mit 51 Cr markierten Zellen abto- 
ten, so lysieren sie diese Zellen, und das in den Zellen ent- 
haltene 51 Cr wird freigesetzt. Die freigesetzte Radioaktivitat 
wird am Ende des Versuchs in den abgenommenen Zelluberstanden 
durch Zahlen in einem P-Counter bestimmt. Somit erhalt man ein 
Mafl fiir die zytotoxische Aktivitat der T-Zellen. 

1.5 Peptide, die eine HLA-A2-restringierte Immunantwort 
auslosen 

Zwei der synthetisierten, von der Sequenz des MUC-l-Genes abge- 
leitete Peptide waren in dem zuvor beschriebenen Verfahren in 
der Lage, zytotoxische T-Zellen mit Hilfe von dendritischen 
Zellen in vitro zu induzieren. Dabei handelt es sich um die 
beiden Peptide mit der Sequenz SEQ ID-Nr . : 1 und der Sequenz 
SEQ ID-Nr. : 2 aus dem Sequenzprotokoll . Die zytotoxischen T- 
Zellen, die unter Verwendung des Peptides mit der Sequenz SEQ 
ID-Nr.: 1 induziert wurden, konnten spezifisch T2-Zellen abto- 
ten, die mit genau diesem Peptid vorbehandelt wurden, wahrend 
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sie nicht in der Lage waren, T2-Zellen abzutoten, die mit ande- 
ren Peptiden vorbehandelt waren. Umgekehrt waren zytotoxische 
T-Zellen, die unter Verwendung anderer Peptide induziert wur- 
den, nicht in der Lage, T2-Zellen abzutoten, die mit dem Peptid 
mit der Sequenz SEQ ID-Nr. : 1 vorbehandelt waren. Entsprechend 
verhielt es sich mit zytotoxischen T-Zellen, die unter Verwen- 
dung des Peptides mit der Sequenz SEQ ID-Nr.: 2 induziert wur- 
den. Diese Zellen konnten nur solche T2-Zellen abtoten, die mit 
dem Peptid mit der Sequenz SEQ ID-Nr.: 2 vorbehandelt waren. 

Dabei zeigten zytotoxische T-Zellen, die in Gegenwart des PAN- 
HLA-DR-bindenden Peptides induziert wurden, eine hohere zyto- 
toxische Aktivitat als solche, die in Abwesenheit dieses Pepti- 
des induziert wurden. 

Beispiel 2 Lyse von Tumorzellen durch MUC-l-Peptid spezi- 

fische zytotoxische T-Zellen 

Verschiedene Tumor zellinien, die wie .durch FACS-Analyse nachge- 
wiesen entweder sowohl HLA-A2 als auch MUC-1 oder jeweils nur 
eines der beiden Zelloberf lachenmolekule exprimieren, wurden 
mit 5l Cr markiert, wie es unter 1.4 fur T2-Zellen beschrieben 
wurde. Anschlieflend wurden die Zellen, wie ebenfalls unter 1.4 
beschrieben, mit zytotoxischen T-Zellen inkubiert, die wie un- 
ter 1.3 beschrieben, induziert wurden. 

Diejenigen T-Zellen, die unter Verwendung der Peptide mit der 
Sequenz SEQ ID-Nr.: 1 oder der Sequenz SEQ ID-Nr.: 2 aktiviert 
wurden, waren in der Lage, Tumorzellen der Linien MCF-7 
(Brustkrebszellen) , A-498 (Nierenzellkarzinomzellen) und 
MZ1774-RCC (Nierenzellkarzinomzellen), die HLA-A2 und MUC-1 ex- 
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priraieren, zu lysieren. Sie konnten jedoch keine Zellen der 
Zellinien Croft (EBV-immortalisierte B-Zellen), die kein MUC-1 
exprimieren, sowie Caki-2 (Nierenzellkarzinomzellen) , SK-OV-3 
(Eierstockkrebszellen) und K562 (proerythroblastische Zellen) , 
die kein HLA-A2 exprimieren, lysieren. 

Ebensowenig konnten die unter Verwendung der Peptide mit der 
Sequenz SEQ ID-Nr. : 1 und SEQ ID-Nr. : 2 aktivierten zyto- 
toxischen T-Zellen die HLA-A2- und MUC-1 -exprimierenden Nieren- 
zellkarzinomzellen der Linie MZ1774-RCC lysieren, wenn die Nie- 
renzellkarzinomzellen zuvor 30 Minuten lang mit 10 pg/ml eines 
gegen HLA-A2 gerichteten monoklonalen Antikorpers (BB7.2, Coul- 
ter-Immunotech) inkubiert wurden . 

Diese Ergebnisse zeigen, daB die unter Verwendung der erfin- 
dungsgemaflen Peptide generierten zytotoxischen T-Zellen nur 
Tumor zellen abtoten, die sowohl HLA-A2 als auch MUC-1 exprimie- 
ren. 

Die erf indungsgemaBen Peptide sind somit dazu geeignet, auch im 
Rahmen einer Therapie eine Immunreaktion gegen bestiirante Tumor- 
zellen auszulosen. 

Erste Studien, bei denen eine derartige Therapie bei zwei Pati- 
entinnen mit Brustkrebs angewandt wurde, und bei denen die Pa- 
tientinnen auf die Immun-Therapie angesprochen haben, stehen 
kurz vor dem AbschluB. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



<110> Eberhard-Karls-Universitaet Tuebingen 

<120> Peptid zur Auslosung einer Inimunreaktion gegen 
Tumorzellen 

<130> 5402P168 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Seguenz: Fragment aus 
dem durch das Gen MUC-1 codierten Protein des 
Menschen 

<400> 1 

Ser Thr Ala Pro Pro Val His Asn Val 
1 5 
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<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Fragment aus 
dem durch das Gen MUC-1 codierten Protein des 
Menschen 



<400> 2 

Leu Leu Leu Leu Thr Val Leu Thr Val 
1 5 



Patentanspriiche 

1. Peptid, das von dem MUC-l-Gen abgeleitet ist, und durch 
das eine HLA-A2-restringierte Immunreaktion gegen Tumor- 
zellen auslosbar ist, dadurch gekennzeichnet , da/3 es die 
Sequenz SEQ ID-Nr . : 1: 

Ser Thr Ala Pro Pro Val His Asn Val, 

und/oder eine Sequenz, die sich von dem Signalpeptid ab- 
leitet, insbesondere die Sequenz SEQ ID-Nr.: 2: 

Leu Leu Leu Leu Thr Val Leu Thr Val, 

und/oder 

eine modif izierte Form der Sequenz SEQ ID-Nr.: 1 und/oder 
der Sequenz SEQ ID-Nr.: 2 aufweist. 

2. Nukleinsaure, die einen Sequenzabschnitt umfaflt, der flir 
ein Peptid nach Anspruch 1 codiert. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da/5 
die Nukleinsaure Sequenzen aufweist, die zur Expression 
der dem Peptid entsprechenden Nukleinsauresequenz notwen- 
dig sind. 



